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Разработан вычислительный подход для автоматического определения открытых рамок считывания в
большом наборе молекул РНК на основе алгоритмов векторизации нуклеотидных последовательностей
и классификации (случайного леса). Проверка работоспособности алгоритмов выполнена на двух наборах
молекул РНК из баз данных NCBI RefSeq и Ensembl. Точность определения открытых рамок считывания
составляет 98,14%.

Введение

Современные методы полнотранскриптом-
ного секвенирования [1, 2] позволяют точно уста-
новить нуклеотидные последовательности моле-
кул РНК, присутствующих в клетке, а также
определить их количественное содержание. При
этом кодирующий потенциал таких молекул мо-
жет быть оценен с помощью алгоритмов опре-
деления открытых рамок считывания (ОРС),
реализованных в программных пакетах NCBI
ORFfinder [3] или CPC2 [4]. Однако данные ал-
горитмы предназначены для одномолекулярно-
го анализа и не позволяют сделать обоснован-
ный выбор одной из открытых рамок считыва-
ния в случае множественности таковых в изуча-
емой молекуле РНК.

В настоящей работе предложен вычисли-
тельный подход для автоматического определе-
ния ОРС в большом наборе молекул РНК на
основе алгоритмов векторизации нуклеотидных
последовательностей и классификации (наибо-
лее вероятной ОРС).

I. Вычислительный подход для
определения ОРС

Вычислительный подход включает алго-
ритмы векторизации [5] и случайного леса [6].
Векторизация нуклеотидных последовательно-
стей произведена в 104 признака (частоты моно-
, ди- и тринуклеотидов [5], параметры модели
Bao [7], корреляционные факторы нуклеотидов
[8], длинны последовательностей). Этапы анали-
за.

1. Формирование наборов данных для обу-
чения, представляющих классы истинных (ко-
дирующих) и псевдо (некодирующих) ОРС-
кандидатов.

2. Векторизация фрагментов нуклеотидных
последовательностей молекул в 104 признака.

3. Обучение метода случайного леса на эта-
лонном наборе данных. Оценка точности (ошиб-
ки) классификации на тестируемом наборе дан-

ных. Экспорт классификационной модели для
определения ОРС молекул РНК.

4. Анализ исследуемых молекул РНК с це-
лью точного определения ОРС: i) нахождение
всевозможных ОРС-кандидатов в молекуле; ii)
точное опредление ОРС с использованием клас-
сификационной модели п. 3.

II. Экспериментальные данные и
вычислительный эксперимент

В ходе анализа рассмотрены 4235 неко-
дирующих молекул РНК, не имеющих ОРС,
и 113063 кодирующих молекул РНК из ба-
зы данных NCBI RefSeq. Класс псевдо ОРС-
последовательностей содержит 109230 нуклео-
тидных фрагмента, полученных из 4235 некоди-
рующих молекул РНК. Класс истинных ОРС-
последовательностей включает 108654 реальных
ОРС из молекул РНК. Оценка точности опре-
деления ОРС произведена на полном наборе ко-
дирующих молекул РНК. Для оценки точно-
сти определения ОРС используются координа-
ты ОРС молекул, представленные в базе данных
NCBI RefSeq. Для дополнительного подтвержде-
ния разработанной классификационной модели
рассмотрены 63832 кодирующих молекул РНК
с точными координатами ОРС из базы данных
Ensembl. Процентная оценка точности определе-
ния ОРС молекул производится как отношение
числа верно классифицированных ОРС молекул
к общему числу рассматриваемых молекул.

III. Результаты

Вычислительные алгоритмы реализованы
на языках программирования R и C++ с исполь-
зованием открытых библиотек R-функций про-
ектов Bioconductor и CRAN. Анализ данных вы-
полнен на вычислительном сервере, основные ха-
рактеристики которого – 12 ядерный процессор
Intel i9 (3.9 GHz), 64 Gb RAM, 8 Tb HDD. Время
вычислений – 14 часов.
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Визуализация результатов векторизации
ОРС-последовательностей с использованием ме-
тода главных компонент [9] представлена на рис.
1. Два класса ложных и истинных ОРС последо-
вательностей разделяются.

Рис. 1 – Результаты применения метода главных
компонент к векторизованному набору данных:

ОРС-кандидаты кодирующих (1) и некодирующих
(2) молекул РНК в пространстве первых двух

главных компонент

Успешно выполнен анализ молекул РНК с
целью точного определения ОРС. Обучающая
выборка ОРС-кандидатов двух типов включа-
ла 75% исходных данных, тестируемая – 25%.
Точность классификации истинных (кодирую-
щих) и псевдо (некодирующих) ОРС-кандидатов
– 99,35%. Оценена информативность признаков
фрагментов нуклеотидных последовательностей
молекул с использованием критерия на основе
индекса Джини [9], встроенного в алгоритм слу-
чайного леса. Наиболее информативными при-
знаками являются признаки модели Bao и два
варианта вычисления длины ОРС (в количестве
нуклеотидов и с использованием логарифмиро-
вания). Менее информативными признаками яв-
ляются частоты различных комбинаций нуклео-
тидов и корреляционные факторы нуклеотидов.
Для точной классификации фрагментов нук-
леотидных последовательностей достаточно ис-
пользовать 25 наиболее информативных призна-
ка. Разработанный классификатор применен для
нахождения ОРС 113063 кодирующих молекул
РНК (с известными ОРС). Точность нахожде-
ния – 98,14% (точно определены ОРС 110959 мо-
лекул). Дополнительно проверена работоспособ-
ность классификатора на наборе 63832 кодиру-
ющих молекул РНК из базы данных Ensembl –
точность определения ОРС – 98,14%.

Следует отметить важный сопутствующий
вывод по результатам нашей работы, который
позволяет предположить о невысокой значимо-
сти консенсусных последовательностей Козак
[10] при определении координат ОРС и рассто-
яний старт- и стоп-кодонов от 5’ и 3’ начала и
конца последовательностей, которые не учтены
в разработанной модели векторизации фрагмен-
тов ОРС.

Разработан и успешно проверен на боль-
шом наборе экспериментальных данных эффек-
тивный вычислительный подход к определению
ОРС кодирующих молекул РНК на основе алго-
ритмов векторизации и случайного леса, обучен-
ного на ложных ОРС некодирующих РНК и ис-
тинных ОРС кодирующих РНК. Определён на-
бор наиболее информативных признаков фраг-
ментов нуклеотидных последовательностей мо-
лекул – это признаки модели Bao и два пара-
метра оценки длины ОРС. Отметим, что наши
результаты позволяют предположить о невысо-
кой значимости последовательностей Козак при
определении координат ОРС и параметров рас-
стояний старт- и стоп-кодонов от 5’ и 3’ начала
и конца последовательностей. Точность опреде-
ления ОРС в рассмотренных молекулах РНК из
баз данных NCBI RefSeq и Ensembl составляет
98,14%.

Предложенный вычислительный подход
может быть использован в прикладных биоме-
дицинских исследованиях, нацеленных на со-
вершенствование дифференциальной диагности-
ки заболеваний человека генетической природы
(включая онкологические заболевания) и для
улучшения качества построения прогностиче-
ских моделей течения подобных заболеваний
(включая прогнозирование ответа пациента на
лечебную терапию).
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